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In viv oお よ びin vitr oに お け る抗原特異的抗体産生の経時的変化 を知る目的 で ， 破傷風の 既往 お
よ び破傷風ト キソイ ド くtet anuStO X Oid， T T， ワ ク チ ン 接種歴 の な い 健康成人 6例 に 対 して T Tワ ク チ
ン
を接種 し， 経時的に 血清抗体価 と末梢 血単核球の T T抗原特異的抗体産生 を測定 した ． 末梢血 単核球
は，
T T抗原無添加あ る い は添加 し た系で 4 日 間培養後上清 を採取 し く4 日目上浦上 培養細胞
を洗浄後 T T
抗原 を添加 しな い で さ ら に 8 日間培養 を継続 した後上 清 を採取 した く12 日目上 清う． 血清 およ び上 浦中
の
ィ ム ノ ダ ロ ブリ ン G Gm m u n oglobulin G， IgG， 抗 T T抗体 を酵素結合免疫吸着剤検定法 く
e n zym e－
1inked im m u n o s orbe nta s s ay， E LIS Al を用 い て測定 したと こ ろ 以 下の結果 を得 た一 免疫前に は全例， 血
清中お よび 4 日目上清， 12 日目上 清中のIgG 抗 T T抗体は検出され な か っ た ． 血清抗体価 は初回接種後
1
へ 5週目 に 陽性化 し， 15へ 36週目 に 陰性化 した． 6例中5例で ， 血清抗体価 が陽性を 示 す時期
に 末棺血単
核球 に よ るin vitr oに お ける IgG 抗 T T抗体産生が認め られ た． 4 日目上 清中
の IgG 抗 T T抗体産生 は，
培養液中の T T抗原の存在の有無 に か か わ らず に 検出さ れ たが ， 12 日目上 清中の IgG 抗 T T抗体産生
は
培養液中 に T T抗原が存在す る場合 のみ に検 出さ れた ． こ れ らの 所見 はin vitro に
お けるIgG 抗 T T抗体
産生に は， 免疫後 2週目に 出現 し， 6週日に は消失 した抗原非依存性の 抗体産生 と， 免疫後2
ル 11過日か




の 所見よ り， 自然 に IgG抗 T T抗体 を産生す る B 細胞が， 少 く と も血清抗体価が陽性 を示
す時期に 末梢血
液中を循環 し てお り，
一 方 T T抗原特異的記憶 B細胞は， 自然 に IgG 抗 T T抗体 を産生す る B 細胞 と同時
か， また は そ の消失よ りや や遅 れ て末棉血液中を循環 してい ると 考 えら れ た．
Key w ords prl m a ry l m m u niz atio n， tetan uStO X Oid， IgG a nti
－teta n u StO X Oid
antibody， SpO ntane Ou S a ntigen
－ Spe Ci丘c antibody pr odu cing B c ell，
a ntigen －Spe Cific m e m ory B c e11
hl Vitr oに お け る抗体産生 に 関す る研究 に は， こ れ
ま で 主 と して ポ ー ク ． ウ イ ー ド マ イ ト ジ ュ ン くpoke－
w e ed mitogerl， P W Ml に よ る非特異的 な抗原刺激 に
ょ っ て 多ク ロ ー ン 性抗体塵生を誘導 す る系を 用 い て 解
析 が 行わ れ て き た ． ヒ ト 末梢血単核球 くpe ripher al
blo od m o n on u cle a r c e11， P BM Cl の 破傷風 ト キソ イ
ド くteta n u sto x oid， TTl に 対す るin vitr o抗体産生
に つ い て も， こ の P W M誘導抗体産生系 を用 い た研究
が数多く報告され て い る1 川 ． しか し， P W M添加培養
系で は P WM が非特異的な抗原 刺激と し て作 用 す る
の で ， 得 られ る結果は多 ク ロ ー ン性抗体産生の
一 部と
して の抗 T T抗体産生 を反映 す る こ と に な るの で ， 抗
原特異的抗体産生 の 評価は困難で あ っ た ． この た め，
抗原初回免疫後の in vivo に お け る抗原特異的抗体産
生や末栴血液中の 抗原特異的抗体産生細胞の 動態 に つ
い て は ， 未だ不明 な点が多い ．
そ こ で ， P W M を用い ずに T T な どの 特異的抗原刺
激 を利用 す る 抗原特異的抗体産生系が ， 近年確立 さ れ
A bbr eviation s ニE LIS A， e n Zym e ，1inked im m u n os orbe nt as s ay 三IgG， im m u n oglobul
in G三
oD， Optic al de nsity 三P B M C， pe ripher al blo od m o n on u clea
r cellニ P B S， pho sphate buffered
s alin ei P W M， pOke w e ed mitoge n三 T T， teta n u StOX Oid．
初回免疫後 の 抗原特異的抗体産生に 関す る研究
て き た9 卜 川． しか しな が ら， 従来の 報告1 2ト 川 では ， T T
を抗原 とす る in vitro抗原特異的抗体産生 はす べ て 2
次免疫 に 関す る も の で あ り， また in vitr oで の 検討 に
は対象の 追加免疫が 必 須で あ るた め応用 が 限定さ れ て
い た
． 最近 Lum ら1 5ト 171， Shioba r aら 刷 は ， in vitro
抗体塵 生の た め の 培養法に 改良 を加 え， さ らに 培養開
始後 4 日目に 上清中か ら い っ たん抗 原を除去す る こと
に よ っ て， 追 加免疫 を必要とす る こ と な く免疫さ れ た
正常人 の 83％ 以上 に in vitr o TT 抗原特異的抗体産
生を検出しう る こ と を明ら か に して い る．
破傷風 に 対す る 免疫 は不顕性感染に よ っ て得 られ る
こ と は な く， 破傷風確患後で も免疫 は不充分であり，
破傷風に 対す る 免疫 を与 える方法は予防接種以外に は
ない 1 91 細 と さ れ て い る ． そ こ で ， 著者は T Tに よ る初
回 免疫後の in viv oお よびin vitro に お け る抗原特異
的抗体産生 に つ い て， T Tワ ク チ ン を接種 した健康成
人 を対象に 検討 した．
対象お よ び方法
工 ． 対 象
破傷風 の 既 往 お よ び T Tワ ク チ ン 接種歴 の な い 健
康成 人 34 名 く男性 32名， 女性 2名， 年齢こ 17へ ノ48歳，
平均 30．4歳うを対象と して選 び， 全例か ら血清 を， 20
名 く男性 18名， 女性2名， 年齢 こ2 2旬 40歳， 平均28．5
歳1よ り PB M C を採取 した． 対象の う ち 同意の得ら れ




T Tワ ク チ ン 初 回 接種 の対象 と し た 6 名 くc a s e
ト6う に 対 して T Tワ クチ ン く沈降破傷風 ト キ ソ イ ド，
Lot No ． 405－Ol く武田薬品 ， 大阪1 0．5ml を筋肉内
に 接種 し， こ れ を 0週目と し た． その 後 1週目 に追加
接種 し， さ ら に c a se5 を除く 5例 に 対 して は 3週目に
も 追加接種 を行 い ， C a S e6に 対 して は 13週目 に も追加
接種を行 っ た ．
I I． 血 清 お よ び P B M Cの 採取
採血 は， 初回 接種後 9過日 ま で は毎週 1 回， その 後
は 2 へ 3週間隔で 26へ 36週目 ま で 行 っ た ． 採取 した血
清 は測定時 までN200C で凍結保存 し た． P B MC はヘ
パ リ ン 加末梢血を Fic ol トHypaqu e比 重 遠心 法を 用 い
て 分離し， R P MI1640培養液 くGI B C O，Gr a nd Isla nd，
N Y， U ．S．A ．1で抗 T T抗体を除去す る た め に 6 回洗浄
し， 以 下の 実験に 用 い た
．
IV ． In vitro イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G くim m u n o－
globulin G， IgGI 抗T T抗体産生
T T抗原刺激 に よ るIgG 抗 T T抗体の in vitroで
の 産生は Lu m ら1引 の 方法 を用 い て検討 した ． まず， ス
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ト レ プ トマ イ シ ン 0．1g几 ペ ニ シ リ ン G 50， 00 U几
非働化牛胎児血清 くGI BC Olを 10％添加し た R PM I
1640培養液 く培養液I で P B M Cを 3XlO6lml の濃度
に 調整し た． こ れ を 20 0ノノlずつ 単独で， ある い は至 遠
出の T T抗原 くDi vis on of Biologic Labo r ato rie s，
Co m m o n w e alth of Ma ss a chusetts Depa rtm e nt of
Public He alth， Bo sto n， M A， U．S，A ．1 25nglml を添
加 し て U 型 マ イ ク ロ プ レ ー ト くNu n clo n Deltal
くNu n c， Ro skilde， De n m a rkl に それ ぞれ 6穴ずつ 分
注 し， 37
0
C， 100％湿鼠 5％ C O2in air の 条件下で培
養 を行 っ た ． 培養4 日目に 培養上清 く4 日目上 清1 を
採取 し， R P M I 1640培養液で PB M C を3 回洗浄して培
養鞭内の T T抗原 を除去後， 培養液 を新た に 加 えた ．
さ ら に 8 日間培養 を継続 し， 培養終了 後その 上 清く12




つ ぎ に ， 4 日目上清中のIgG抗 T T抗体 がin vitro
で 産生さ れ た もの か否 か を検討 した． 具体的に は， ワ
ク チ ン 初回接種後， C a S el で は 4週臥 c a s e3 で は 3
週目の P B M C を培養開始時か ら T T抗原 と と も に 蛋
白合成阻害 剤 で あ る シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド くSigm a
C hemic al Co． ，St． Lo uis， M O， U ．S．A．1 50JLgJ
l
ml の存
在下で培養 を行 っ た． ま た， 12 日目 上清中の王gG 抗
TT 抗体が ， 培養 5 日目以 降に 塵生され た も の か否か
を検討 する た め に 以下 の実験を行 っ た ． Ca s el はワ ク
チ ン初 回接種後 4週目， C a S e2 とc a se3 はワ ク チ ン初
回接種後 8週目 に P B M C を採取 し， これ を T T抗原
25ngノml と とも に 培養し， 4 日目上 清採取後 シ ク ロ ヘ
キ シ ミ ド 50ルgノml を加 えて さ ら に培養を継続 した．
V ． IgG 抗 T T抗体の 測定
血 清 お よ び 上 清 中の IgG抗 T T抗体 は Lu m ら
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の 方法に 準 じて 酵素結合免疫吸着剤検定法 くe n zym e
－1inked im m u n o s orbent a s say， E LIS Al に よ っ て測
定 した． まず， pH 9．6 の 0．05 M炭酸緩衝液 で 5ルgノ
mlの 濃度に 調整 した T T抗原を 100メイ1ずつ 平底 マ イ
ク ロ プ レ ー ト くIm m u n oplate Il くNu n cl に 加 え，
こ れ を 37
q
C で 24 時間放置 しプ レ ー トの 表面 に 吸着さ
せ た． つ い で， 0．05％ Tw e e n20くSigm al を添加 し
た pH 7．2， 浸透圧 280m Oslkg の リ ン酸緩衝食塩水
くpho sphate buffer ed s alin e－Tw e e n． P B S－Tw e e nl
で 3 回洗浄 し， 10％ 牛血清 アル ブ ミ ン くSigm al を添
加 した リ ン 酸緩衝食塩水 を 100〆1ず つ 加 え て 37
0
C で
2時間反応 させ た． 反 応終了後 P B S－Tw e e nで 3 回洗
浄 し， これ を測定用 プ レ ー トと して 測定時ま で－20QC
で凍結保存 した ．
10倍 の 稀 釈系列で段階稀釈 した被検血清100ノJl あ




C で 2時間反応 さ せ ， 反 応終 了 後 P B S－ Tw e e nで
3回洗浄 した ． さ ら に ， 抗体 を反応 させ た 上記 の 測定
用 プ レ ー トに 2次 抗体 と し て p王1 6．6 の 10m M リ ン
酸緩衝液で 1 こ1500に 稀釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標
識 ヤギ抗 ヒ トIgG 抗体 くTAG O， In c－ ， Bu rlinga m e，
C A， U．S．A．1 を100FLl加 えて 3 r C で 1時間反応さ せ
た
． 反応終 了 後 プ レ ー ト を PB S－Tw e e nで 3 回洗浄
し， H202 を 0．03％ 添加した pH 4．0 の 0．1 M クエ ン
酸 緩衝 液 に 2，2
，
－ a Zin odi－く3－ ethylben zthia z olin e
sulfo nic a cidl くSigm al を 1．Ogll の濃度 に溶解 し た
溶液 を 100〆1ずつ 加 えた ． 室温で 30分間反応さ せ， 反
応終 了 後 た だ ち に そ の 呈色反応 の 吸光度 くoptic al
den sity，O Dl を吸光度計 くEIAre ade rM ode1 25501
くBio － Rad Lab．， Richm o nd， C A， U．S．A ．1 を用 い て 波
長 405n m で測定 した． な お ， 上 清中のIgG抗 T T抗
体 の絶対量 は， ア フ ィ ニ チ イ ■ カ ラ ム で 精製 した既知
濃度の 1gG 抗 T T抗体 くDr， L．G． Lu m よ り倶与l に
ょ り得ら れ た標準曲線か ら求め た． な お， 標準曲線 は
異 な る機会 に 数回作製 した が， い ずれ の場合 も ほぼ 同
様 であっ た ．
VI． 統計学的検討
統計学的処理 は， 等分散性の検定の後 Student ま た
は W elch の t検定で 行い ， pく0．05 の場合 を有意差あ
り と判定 した ．
成 績
1 ． m ワ ク チ ン 未接種時 の 血清中1gG 抗 m 抗体
価
E LIS A法の 標準曲線 く図 11 か ら， 本 法 を用 い た



































co nc enlr olio n oflgG q n十卜T Tq n十ibody くngノmしI
Fig．1． A sta nda rd c u rv efo rthe dete rmin atio n o
f
IgG a nti－ T T a ntibody■ Co n c entr atio n s of
the
standard a nti．T Ta ntibody at v a rio u sdilutio n s
w ere m e a su r ed by ELIS A． Ea ch v alu e r epre s ents
the m e a n士 Standard de viatio nくM 士 S Dlin
tripric ate m e a sure m ents．
塚
O D は 0．10 で あっ た ． した が っ て， O D が 0．10 以上 を
示 す 最高稀釈濃度 を血 清抗体価 と した ． 破傷風の 既往
お よ び T Tワ ク チ ン 接種歴 の な い 34 例の 血 清抗体価
は， 1こ 1 が 3例， 1 こ10 が 6例， 1 ニ100 が 25例で，
1 二 1000以上 を示 した者 は 1例 も 認め ら れ な か っ た ．
以 上 の 結果 か ら， 血 清抗体価 1 二100以下 を工gG 抗
T T抗体陰性 と判断 した ．
工工 ． T Tワ ク チ ン 接種後 の in YiYO IgG 抗 T T抗体
産生
T Tワ ク チ ン 接種後 の in viv oIgG 抗 T T抗体産生
の経時的変化 を明 らか に す る た めに ， T Tワ ク チ ン を
接種 した 6例 に お け る 血 清中王gG 抗 T T抗体価 を経
時的 に 測定 した． 血 清中IgG 抗 T T抗体 は， T Tワ ク
チ ン 接種前 に は 全例陰性 を示 し た が， 初回 接種後 1
卑 5過日で 全例共に 陽性化 した く図 2う． 血 清抗体価の
推移 を み る と， C a Sel， 2， 3， 5， 6 で は 3句 5週目で
最高値 を示 し， その 後変動 を示 しな が ら低下 して ゆき
15過日に は陰性 と な っ た ． しか し， C a Se4 で は13週目
以降 に か え っ て抗体価が 上昇 し始 め， 17過日 に 最高値






















































Fig． 2． Cha nges in
the hu m a ns e r u m
Data a r esho w n
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TT antige n wa spe rfo r m ed o n
c a s e5， O nO， 1 a nd 3w e eks in
4， a nd o nO， 1， 3 a nd 13w eeks
初回免疫後の 抗原特異的抗体産生 に 関 する研究
II ． T Tワ ク チ ン 未接種 時 の in vitr oIgG 抗 T T抗
体 産 生
前述 し た様に E LIS A法で ， O D が0．10 以 上 を示 す
も の をin vitr oIgG 抗 T T抗体陽性 と判断 した． T T
ワ ク チ ン 末接種 20例 に お け る P B M C の T T抗原添
加お よ び無添加培養で得られ た 4 日目上 清の O Dは ，
それ ぞ れ 0．018 士0． 13， 0．017 士0． 12くm e a n士S Dl
で あ り ， ま た 12 日目 上 清の O D は そ れ ぞ れ0．013士
0．01 3， 0．012 士0． 13 であ っ た ． 以 上 の よ う に ， T Tワ
ク チ ン 未接種時に お け るin vitr o特異的抗体産生は全
例認め ら れ なか っ た ．
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IV． T Tワ クチ ン接種後 の im Yitr olgG 抗 T T抗体
産生
1 ． 4 日目上 清中の IgG 抗 T T抗体
T Tワ ク チ ン 接種後 の 4 日目上 清中の in vitr oIgG
抗 T T抗体産生の経時的変化 を明ら か に す る た め に ，
T Tワ クチ ン を接種 し た 6例に つ い て， T T抗原 を添
加 した培養 4 日 目上 清中の IgG 抗 T T抗体 を経時的
に 測定 した く表 い ． Ca sel， 2， 3， 4， 5 で は， 初回 接
種後 2 へ 3 週目で IgG抗 T T抗体が上 清中に 検出 さ
れ る よう に な り， 5 ノ ー 6週目で 消失 した ． Ca se6 で は
11週 目 ま で 1度 も検出さ れ な か っ た た め 13週目 に
Tablel． Pr odu ctio n of IgG a ntiTT Ta ntibodyin s upe r n at nts of4－days c ulture of
P B M Cホin the pr e sen ce of T Ta ntige n a nd pe riod afterinitialv a c cin atio n
With T Ta ntige n
Nu mber of IgG a nti－T Ta ntibody－pO Sitiv e c ultur es a m o ng 6 cultu re s
Of P B M Ctested
W e eks afte rinitial vac cin atio n with T Ta ntige n
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桐 Va c cin atio n with T Ta ntige n w a sperfor m ed
a nd 3w e eks in c a s esl， 2， 3 a nd 4， a nd o nO，
























抽 出 T he te st w a s n ot perfor m ed o n28a nd 36w e eks．
柚 柚 木T he te st w a s n ot perform ed o n6， 7， 15， 24arld 26w e eks．
輌 相 中ホT he te st w a s n ot perform ed o n26， 28a nd 36w e eks．
Table2． Pr oductio n of IgG antトT Ta ntibodyin s upernata nts of 4－days c ultur e of
P B MC窄 in the abs e n c eof T Ta ntige n a nd period afte rinitial v a c cin atio n
With T Ta ntige n
Nu mbe r of IgG a nti－T T a ntibody－PO Sitiv e c ultu r es a m o ng 6
c ultu r es of P B M Cte sted















































































































糊 春 Refe rto the fo othn ote s of Table l．
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T Tワ ク チ ン の追加接種を行 っ た が ， そ れ 以 後も 上 清
中の 1gG 抗 T T抗体産生 は認 めら れ な か っ た ．
一 方 ， in vitr oIgG 抗 T T抗体産生 に お け る 抗原依
存性の有無を明 らか に す る目的で， T T抗原 を添加 せ
ずに 培養を行 い ， その 4 日目上 清中IgG 抗 T T抗体産
生の経時的変化 を， 主 に c a sel， 2， 3に つ い て 検討 し
た． 表2 か ら明ら か な よう に， 4 日目上清中の1gG 抗
T T抗体産生は ， 培養系 へ の T T抗原の添加 の有無に
か か わ らず認め ら れ た． ま た， T T抗原添加 お よ び無添
加培養 に お け る 4 日目上清中のIgG 抗 T T抗体産生
量 を 6 ウェ ル の 平均値で全例 に つ い て検討 した結果，
T T抗原を添加 した場合抗体産生量が少な い傾向が認め
塚
ら れ た く表 3う．
っ ぎに ， TT 抗原刺激に よ っ てin vitr oで抗体 を産
生す る B 細胞が蛋白合成 を必要 と す る か否 か を c a se
l お よび 3 の P B M C を用い 検討 し た． T T抗原添加培
養系 に お い て ， 培養開始時に シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 50声gノ
ml を加 え た系 と加 え な か っ た系 に お け る 4 日目上 清
中の1gG 抗 T T抗体産生量 を測定 した ． その 結 果は表
4に 示 さ れ る よう に ， シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド を培養系 へ 添
加す る こ と に よ りin vitro IgG 抗 T T抗体産生は認
め られ な く な っ た ．
2 ． 12 日目上清中の IgG 抗 T T抗体
T Tワ ク チ ン 接種後 の 12日 目 上 清中 の in vitr o
Table3． Co n c e ntr atio n of IgG a nti－T Ta ntibodyin the s upernata nts of 4， days c ultu r es
of P B M Cwith o r witho ut T T antige n
Ca se





Co n c entr atio n くngIml of IgG a nti－ T T a ntibody
pr odu c ed in 6 c ultu r es of P B M Ctested
We eks afterinitialv a c cin atio n with T Ta ntige n
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Table4． Effe ct of cyclohe xi mi de o nin vitropr odu ctio nく4－days cultur elof IgG a nti－ T T
a ntibody
A d ditio n of
Cas e胃結隻怒iだ
c ultu r e
Co n ce ntr atio nくngノmlJof IgG a nti－T Tantibody
in s uper n at nts of 4
－days c ultu r ein w ell No． of



































P B M Cfr。m C aS e Sl a nd 3w e re obtain ed on 4 a nd 3w e eks afte rinitialv a c cin atio n with
T Ta ntige n， r eSpe Ctiv ely■ P B M Cw e re c ult r ed with T Ta ntige n．
鱒
pく0－001v s．
－by Welch t－te St－
初回免疫後の 抗原特異的抗体塵生 に 関す る研究
1gG 抗 T T抗体産生 の 経時的変化 を明 ら か に す る た
め に ， TT ワ ク チ ン を接種 した 6例 に つ い て， 培養系 へ
T T抗原を添加 し た 12日 目上 清中の IgG 抗 T T抗体
を経時的に 測定し た く表5l． Ca sel， 2， 3 で は， 初回
接種後 2 へ 4 週目 か ら上 清中に 王gG 抗 T T抗体 が検
出さ れ るよ う に な り， 5〆 へ 一 6週目 で い っ た ん消失 した
が 7週目 に 再び 出現 し， そ して 9過日 に 再び認 めら れ
な く な っ た ． し か し， C aS elで はIgG 抗 T T抗体 は
11， 13， 17 週目に も検出さ れ， 20週目以 降は完全 に 認
め ら れ な くな っ た ． Ca se4，5 で は初 回接種後9 へ 11週
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目に 初 めて 検 出され るよ う に な り， 15週目以 降は消失
した． Ca se6 で は4 日目上 清と同様 に 1度も 検出され
な か っ た ．
さ ら に ， 12 日目上 清中に 検出され るin vitr oIgG 抗
T T抗体産生に お ける抗原依存性の 有無を明 ら か に す
る 目的で ， T T抗原 を添加せずに 培養を行い ， そ の 12
日目上 清中工gG 抗 T T抗体産生の 経時的変化 を検討
し た
． 表 2に 示 し た T T抗原無添加 4 日目上 清中の場
合と同じ時期に つ い て 12 日目上 清中IgG 抗 T T抗体
塵生を検索 した が抗体 は全く認められ ず， 12 日目上 清
Table5． Produ ctio n of IgG a nti－ T Ta ntibodyin s uper n at nts of 12－days c ultur e of P B M Cホin the
Pr e S e n C e Of T Ta ntige n a nd period afte rinitialv accinatio n with T Ta ntige n
Nu mber of IgG a nti－T Ta ntibody－POSitiv e c ultu r es a m o ng 6 c ultur este sted
Cas e























































































































ホ輌 Refe rto the footn ote s of Tablel．
榊 輌 T he te st w a s n ot pe rfo r m ed o n28a nd 36w e eks．
輌 榊 ホ T he te st w a s n ot perfo r m ed o n24a nd 26w e eks ．
掴 米 綿 ホ T he te st w a s n ot perfo r m ed o n26， 28a nd 36w e eks．
Table6． Co n c e ntr atio n of IgG a nti－T Ta ntibody in the s uper n at nts of 1 2－days c ultur es of P B M Cwith






Co n c e ntratio nくngノrnl of IgG a nti－T Ta ntibody pr odu c ed in 6 c ultu re s of P B M C tested
W e eks afte rinitialv a c cin atio n wi th T Tantige n














































































































































ホ M e a n土S．D ． くn ニ 6J
柚 Not te sted．
粕 ホ Le s st ha nl．6 ngノml．
解
pく0－00 1v s． － by Stude nt or W elcht－teSt．
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中の IgG 抗 T T抗体産生 は T T抗原存在下 で 培養 し
た 場合の み に 認め ら れ る こ と が判 っ た ． く表6う．
次 い で， TT 抗原刺激に よ っ て培 養5 日目以 降に in
vitro で 抗体 を塵生す る B細胞 が蛋白合成 を必要と す
る か 否か を検討 した． T T抗原添加培養系に お い て ， 4
日目上 清採取後に シ ク ロ へ キ シ ミ ド 50月gノml を加 え
た 系 と加え な か っ た系 に お け る 12日 目上 清中 の 工gG
抗 T T抗体産生量を測定 した． そ の 結果 は， 表 7 に 示
され るよう に ， シ ク ロ へ キ シ ミ ド を培養系 へ 添加す る
こ と に よ りin vitr oIgG 抗 T T抗体産生 は認 め ら れ
な く な っ た ．
考 察
本研究に お け る成績 か ら， 健康成人 を T T で初 回免
疫 した場合 ， 血清中の抗原特異的抗体の出現に ほ ぼ対
応 してin vitr oに お い て も抗原特異的抗体産生 を検出
で きる こ とが 明ら か とな っ た ． しか も， この T T抗原
特異的抗体産生 は， 検出可能 と なる 時期や抗体産生条




ま ず， 4日目上 滞中のin vitr o抗体産生 は， 血清抗
体価の 上昇と ほ ぼ 一 致 して初回 接種後 2 へ 3週目よ り
認 め られ る よう に な り， ま た培養系 へ の T T抗原添加
の有無に 関係 な くIgG 抗 T T抗体が検出され た． こ の
こ と は， 4 日目上 清中の IgG抗 T T抗体産生は抗原非
依存性 で あ る こ と を示 唆 し て い る ． さ ら に ， こ の in
vitr o抗体産生は ， 蛋白合成阻害剤 で あ る シ ク ロ ヘ キ
シ ミ ドの添加 に よ っ て消失 した こ とか ら， 血清 中か ら
の抗体 の移入 で はな く， in vitr oに お い て 自然に 末梢
Table 7． E王fe ct of cyclohe ximide o nin viiro
a ntibody
塚
血 B 細胞 に よ っ て産生 され た も の と考 えら れ る．
Ste v en sら2 2，， Geha
2 3Iは T Tの 2次免疫に お い て，
追加免疫後 5 日以内 に T 細胞 や P W Mの 非存在下で
IgG 抗 T T抗体 を自然 に 産生 す る B 細胞 が末棉血液
中に 検出 で き るよ う に な り ， 1週間後に は消失 した と
報告 して い る ． ま た， K ishim oto ら
紺 は， T Tワ ク チ
ン に よ る初回 免疫後 6週目に 追加免疫 した際 に ， その
前後 で 自然 にIgG 抗 T T抗体 を産生 す る 末梢血 B細
胞が認 め られ た と 報告し てい る． し たが っ て ， 今回 の
検討で明 ら か とな っ た よう に ， T T初回 免疫時 に も 2
時免疫の場合 と同様 に ， in viv oで TT 抗原刺激 に
よ っ て帝性化 され ， さ らに 抗体塵生細胞 へ 分化 した B
細胞が末梢血液中を循環す る 時期が
一 時的 に 存在す る
も の と予 想さ れ る． しか し， 2次免疫の 場合 と はや や
異な り， 抗 T T抗体産生細胞の 末杓血液中 へ の 出現 は
2次免疫の場合よ り遅れ ， 逆 に 末梢血液中に 出現後1
へ 3週間と比 較的長期間末棉血液中に 存在す る と 考え
られ る．
一 九 12 日目上 清中の in vitr o抗体産生が ， 培養系
へ T T抗原 を添加 し た場合 に の み認 め ら れ た点 は注
目さ れ る． こ の こ と は， 12 日目上 清中の 工gG 抗 T T抗
体産生が抗原依存性で あ る こ とを 示唆 して い る． さ ら
に ， こ の in vitr o抗体産生は， 蛋白合成阻害剤で ある
シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド の存在下 で は 検出 さ れ ず， ま た
c a sel， 2， 3の 接種後 3週目の 抗原無添加 の系お よ び
c a se5の 接種後 2 およ び 5週目 の 抗原添加 の系 な ど
では， 4日目上清中に 検出さ れ たIgG抗 T T抗体が 12
日 目上 清 で は認め ら れ なか っ た ． こ れ ら の こ と よ り，
12 日目上 清中 に 認 め られ る IgG 抗 T T抗体 は 4 日目
pr odu ctio nく1 2－days c ultur elof IgG a nti－T T
A d ditio n of
Cas e覇霊窟iだ
c ultu r e
Co n c e ntratio nくngJ
，
mlIof IgG a ntト T Ta ntibody
in s uper n at nts of 12
－days c ultu r ein w e11 No． of
































































P B M C fr om c as e sl， 2 a nd 3w er e obtain ed o n4， 8 a nd 8w e eks afterinitial v a c cin atio n
with T Tantige n， re SPe Ctiv ely． P B M Cw er e c ult r ed with T Ta ntige nfor4 days． A fter
ha rv e sting the c ultu fe S uper n at nt m ediu m c o ntaining T T antige n， CyClohe ximide w as
ad ded to w ella nd c ultu r ed for ad dito n a1 8 days．
苧pく0．01vs． 一by Welcht－te St．歳0．001v s． qby W elch t－te St．
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上 浦中の 自然 に 産生 さ れ た抗体 の 移入 で は な く て，
T T抗原刺激 に よ り in vitro で 末栂血 B細胞 の T T
抗原痔異的抗体産 生細胞 へ の 分化が 誘導され ， 培養5
日目 以 降 に 抗体産 生細胞 に 成熟 し た も の と 推定 され
る． S hioba r aら
1鋸
， Calla rd ら251 の 報告に よ る と， in
vitr oに お け る抗原刺激 に よ る抗原特異的抗体産生 に
は， ヘ ル パ
ー T 細胞活性と と も に 記憶 B 細胞の 存在が
必 須で あ る と い う ． し たが っ て， 今回 の 検討 に お い て
in vitr oで T T抗原刺激 に よ っ て T T抗原特異的抗体
産生細胞 へ 分 化 した細胞は ， IgG 抗 TT 抗体産生前駆
細胞， す なわ ち T T抗原特異的記憶 B細胞 と考え られ
る
．
Stev e n sら2 61お よ び Sa x o nら27Iは ， T Tの 2次 免
疫 に お け る P W M を用 い た 実験系に お い て は， 自然 に
IgG 抗 T T抗体 を産生 す る B細胞が ま ず末楷血液中
に 出現し， そ して それ が 末梢血液中か ら消失 した後の
追加免疫後14日目以内に， PW M と T細胞 に 反 応 し
て IgG 抗 T T抗体 を産生す る B 細胞 が末柵血液中 に
出現 す るよ う に な り， 60 日目 まで に は消失 した と報告
して い る
． 著者の 成績 で は， T T抗原特異的記憶 B細
胞 の 出現 は， 個体差が ある もの の ， 2次免疫の場合の
か れ ら の 報 告に 比 べ て遅 く か つ 長 期間続 く傾向が あ
り， ま た自然 に IgG 抗 T T抗体 を産生す る B 細胞 と
同時か また は遅れ て 出現 する と い う 種々 の 違 い が認 め
られ た． こ の 違い に は，in vitr oに お ける PW M と T T
に よ る抗原刺激の 差異， 抗原特異性の 異な る細胞 を評
価 し てい る 可能性， な どの 関与 も考 えら れ る
．
興味あ る こ とに ， C a S el， 2， 3 で は 12 日目上 清中に
工gG 抗 T T抗体が検出さ れ る よ う に な っ て か ら 途中
で い っ た ん陰性化 し， その 後再 び陽性化し て い る． そ
の 原因は不明 で あ る が， 可 能性 と し ては ， 11in vitro
に お い てIgG 抗 T T抗体産生 を抑制 し， 追加免疫後 2
週目か ら 4 カ月目 ま で 血清中に 検出さ れた と 報告され
て い る抗イ ディ オ タイ プ抗体2 8，2 別に よる影響， 2 う追
加免疫後20へ 60 日頃 に 出現 す る抗原特異的サ プ レ ツ
サ ー T 細 胞 や B細胞機能 の 低下261 に よ る 影響， 31
T T抗原特異的記憶 B細胞 の 末栂 血液中 へ の 出 現 頻
度の 減少， な どが 考え られ る ．
Ca se6 で は， 血 清抗体価はf．分な 反応 を示 した に も
か か わ ら ず， in vitr oで の 抗体産生は認め られ な か っ
た ． こ の よう に 免疫後in vitro で の 抗原特異的抗体産
生 の 認 め られ な か っ た症例に つ い て は他 に も 報告され
て い る3 01
．
その 理 由と して， 11in vitr oで 抗体産生可
能 な B 細胞の 末梢血液中に お け る頻度が非常 に 低 い ，
2う そ の よ う な B 細胞が末梢血液中に 存在 し て い な
い 3り
， 31 末楷血液中に はそ の よう な B細胞が存在 し
て い るが ， そ の in vitroに お け る 抗体産生能 ま た は
抗原 に 対す る反応性 が弱い た め に検 出さ れ なか っ た，
な どの 可能性が考 えられ る．
本研究の 成績か ら， T Tワ クチ ン接種後早期 に 自然
に IgG 抗 T T抗体を産生 する B 細胞が血清抗体価の
上 昇と ほぼ 一 致 して末梢血液中に 出現 し， つ い で T T
抗原特異的記憶 B細胞 が出現す る と い う 可能性が 示
唆さ れ た
． 最近， 末梢血液中の リ ン パ 球と ， リ ン パ 節．
脾臓 ． 骨髄 な どの リ ン パ 系臓器内の リ ン パ球 と の 免疫
学的性質の 適 い2 5I3 2ト 3 4Iが次第 に 明 ら か に され て き て
い る
． 今後末梢血 リ ン パ 球だ けで なく， こ の よう な リ
ン パ 系臓器内の リ ン パ 球に よる抗原特異的抗体産生機
序の 検討に よ っ て， 不明な点の 多い 免疫学的記憶の 維
持 メ カ ニ ズ ム 拙 粕 も 含め て， 初回免疫後の生体内 に お
ける 免疫学的出来事が明らか に な っ て い く も の と予想
され る．
結 論
健康成人 を対象と して， T Tに よ る初回免疫後の in
viv oお よ び in vitro に お け る T T抗原特異的抗体
く工gG 抗 T T抗体1 産生の 経時的変化 に つ い て 検討 し
た結果， 以 下の よう な成績 を得 た．
1 ． 免疫前に は， 全例血 清お よ び末梢血単核球培養
上清中に 工gG 抗 T T抗体 は検出さ れ なか っ た ．
2 ． 血清抗体価 は T Tワ ク チ ン 初回 接種後 1 ん 5
過日 に 陽性化 し， 15へ 36過日に 陰性化 した．
3 ． 6例 中5例で， 血清抗体価の陽性化 に ほぼ 一 致
して末棉血 B 細胞の in vitro 抗原特異的抗体塵生が
認 めら れ る よう に な っ た
．
4 ． こ の in vitr o抗原特異的抗体産生は， 抗原非依
存性と抗原依存性の 2 つ の タイ プに 区別され ， 前者は
初回 接種後 2過日か ら認め られ る よう に なり， 6週目
に は 消失し たが ， 後者 は個体差が ある もの の 初 回接種
後 2 へ 1 1過日 に 出現 し始 め， 9 へ 20週目 に は 消失 し
た．
5 ． 検討 した 6例中1例 では， 血清抗体価 の陽性化
を認め たが ， in vitro 抗原特異的抗体塵 生 は認 め られ
な か っ た
，
以上 の 成績か ら， T Tに よる初 回免疫後初期に 血清
抗体価の 陽性化と ほぼ 一 致 して， 自然に IgG 抗 T T抗
体を産 生す る B 細胞が末梢血液中に 一 過性 に 出現し，
そ れ と 同時 ま た は そ れ よ り 遅 れ て 血 清中 に 工gG 抗
T T抗体が検出され る 時期に 血 致し て ， T T抗原特異
的記憶 B細胞が比 較的長期間末稗血液中を循環す る
こ とが 示唆 され た
．
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